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Described is an in vivo method of obtaining cell components, the cells concerned beiDg suddenly changed from a first state, in which 
essentially constant conditions exist between the cell and the surrounding medium, to a second state, thus forcing the cells to react by 
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(57) Zasammenfassung 

Es wird ein Verfahren beschrieben zur in vivo Gewinnung von Inhaltsstoffen aus Zellen, wobei die betreffenden ZeUen von einem 
ersten Zustand, in dem quasi-stationare Bedingungen zwischen Zelle und umgebendem Medium existieren, plotzlich in einen zweiten 
Zustand wechseln, wodurch die Zellen gezwungen werden, durch Abgabe von ZelUnhaltsstoffen in die Umgebung zu reagieren, um eine 
Anpassung der Zelle an die Bedingungen des zweiten Zustandes zu erreichen. 
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Verfahren zur in vivo Gewinnung von 
Inhaltsstof f en aus Zellen 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur in 
vivo Gewinnung von Inhaltsstof fen aus Zellen sowie nach dem 
Verfahren gewinnbare Ectoine und/oder Ectoin-Derivate , wie 
S , S-a-Amino-£-hydroxyectoin . 

Die .gebrauchlichen biotechnologischen Verfahren zur Gewinnung 
niedermolekularer Metaboliten im technischen MaSstab nutzen 
f ehlregulierte/uberproduzierende oder "leaky" Mutanten, die 
das entsprechende Produkt ins Medium ausscheiden. Eine erfolg- 
reiche Mutagenisierung und Mutantenselekt ion setzt jedoch 
voraus, da£ ein geeigneter Produkt-Schnelltest zur Verfugung 
stent, oder daS mit spezifischen Antimetaboliten ein Selek- 
tionsdruck ausgeubt werden kann. Diese Voraussetzungen sind im 
allgemeinen jedoch fur viele Produkte nicht gegeben. Mithin 
mu£ in zunachst aufwendigen Verfahren dafiir Sorge getragen 
werden, daS spezielle Mutanten geziichtet werden, die diese 
Bedingungen fur die entsprechende Produkte erfiillen. Des wei- 
teren ist nachteilig, daS das Produkt bei sogenannten Dauer- 
ausscheidern aus einem mehr oder weniger komplexen Kulturme- 
dium isoliert werden muE. 

Das der Erfindung zugrunde liegende Problem ist die Bereit- 
stellung eines prozeStechnisch steuerbaren Verfahrens mit dem 
aus Zellen in kontinuierlicher Weise Zellinhaltsstof f e iso- 
lierbar werden, wobei das Verfahren in vorteilhaf ter Weise 
zyklisch gestaltet werden kann und somit wirtschaf tlich ist. 
Das erf indungsgemafie Verfahren soli eine in-vivo- Isolierung 
der entsprechenden Produkte ermoglichen, so daS die Zellen 
nicht zerstort, abgetrennt und durch neue Produzenten ersetzt 
werden miissen. 
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Uberraschenderweise wird dieses technische Problem gelost 
durch ein Verfahren zur in-vivo-Gewinnung von Inhaltsstof f en 
mit den Merkmalen des Anspruchs 1. Die Anspriiche 2 bis 15 
betreffen bevorzugte Ausf uhrungsf ormen des erf indungsgemafien 
Verf ahrens . 

Anspruch 16 betrif ft Hydroxyectoin, das gemaS Anspruch 17 als 
Zusatz zur Kryoprotektion von biologischen Wirkstoffen, Zel- 
len, Blutkonserven etc., in der Medizintechnik, der pharmazeu- 
tischen und/oder kosmetischen Industrie, gemafi Anspruch 18 als 
Arzneimittel und gemaS Anspruch 19 zur Herstellung eines Arz- 
neimittels zur Behandlung von Hauterkrankungen verwendet wer- 
den kann. 

Das erfindungsgemafie Verfahren zur in vivo Gewinnung von In- 
haltsstof fen aus Zellen geht davon aus, daS vorkultivierte 
Zellen, die in einem bestimmten ersten Zustand gewachsen sind, 
in einen zweiten Zustand iiberfuhrt werden. Durch diesen Schock 
werden die Zellen gezwungen, durch Abgabe von Zellinhaltsstof - 
fen in die Umgebung zu reagieren, um eine Anpassung der Zellen 
an die Bedingungen, die im zweiten Zustand herrschen, zu er-. 
reichen. Dabei mussen die vorgenannten Verf ahrensschritte 
mindestens zweimal durchlaufen werden (Wechselschock) . 

Die Veranderung in der Umgebung der Zellen im ersten Zustand 
kann beispielsweise durch Veranderung des Druckes, der Tempe- 
ratur, der Konzentration von Stoffen, dem pH-Wert oder Kombi- 
nationen dieser MaSnahmen erzielt werden. 

So ist es beispielsweise moglich, einen Schock durch Ande- 
rungen der osmotischen Bedingungen im Kulturmedium auszulo- 
sen. 
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Das erfindungsgemaSe Verfahren kann vorzugsweise mit wei- 
teren MaSnahmen kombiniert werden, wie solchen, die eine 
Erhohung der Permeabilitat von Zellmembranen hervorrufen, 
wie beispielsweise Elektroporationsverf ahren. Die Permeabi- 
litat der Zellmembranen kann auch durch permeabilisierende 
Substanzen verandert werden. Dazu gehoren insbesondere po- 
renbildende und/oder dif f usionsf ordernde Peptid- und Depsi- 
peptidantibiotika, z.B. Valinomycin, Polymyxin, Gramicidin, 
Nisin sowie Detergenzien wie z.B. Natriumdodecylsulf at , Tri- 
ton X, Cetyltrimethylammoniumbromid . Auch Wachstum der Zel- 
len in Mangelmedien kann zu einer Erhohung der Zellpermeabi- 
litat fiihren. Dies geschieht insbesondere dann, wenn den 
Zellen bestimmte Nahrstoffe, wie Biotin oder Mangan, voren- 
thalten werden. Auch durch Verwendung von Mutanten, deren 
Lipidstof fwechsel gestort ist, kann die Zellmembran der be- 
treffenden Zellen durchlassiger sein. 

Aufgrund der Tatsache, da£ die Zellen nicht zerstort werden, 
sondern lediglich durch Leckagen, die in Form von spezifi- 
schen oder unspezif ischen Poren oder aktiven Transport syste- 
men vorliegen konnen, Zellinhaltsstof f e ins Medium abgeben, 
kann durch Regeneration des ersten Zustandes und erneuten 
Wechsel in den zweiten Zustand das erf indungsgema£e Verfah- 
ren kontinuierlich gestaltet werden. Dies erfolgt erf in- 
dungsgemaS in Form von sogenannten Wechselschocks in zyklis- 
cher ProzeSf iihrung . Vorzugsweise werden zwischen den Wech- 
selschocks die Zellen solange bei konstanten Bedingungen 
gehalten, bis zwischen Zellen und Umgebung quasi -stationare 
Bedingungen vorliegen. 

Als Zellen, die dem erfindungsgemafien Verfahren unterworfen 
werden konnen, kommen Mikroorganismen, insbesondere Bakte- 
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rien, Pilze, Hefen, Algen, Rotalgen oder Zellen hoherer Or- 
ganismen, tierische oder pflanzliche Gewebe, oder Organe in 
Betracht . 

In bestimmten Konstellat ionen kann es vorteilhaft sein, als 
Zellen genetisch manipulierte Zellen einzusetzen, die bes- 
timmte Stoffe synthet isieren und diese in Folge des Schocks 
in die Umgebung sezernieren. 

Nach dem erf indungsgemaSen Verfahren arbeitet man in einer 
bevorzugten Ausf uhrungsf orm, wie im folgenden beschrieben. 
Beispielsweise produzieren halotolerante Eubakterien in An- 
passung an hohe Salinitat niedermolekulare Naturstoffe (Os- 
motika) , die native Enzyme in einem Milieu geringer Wasser- 
aktivitat stabilisieren . Sie konnen als Schutzstoffe in der 
Enzymtechnologie eingesetzt werden, und zwar als Hitze-, 
Gefrier- und Trocknungsschutzsubstanzen . Viele dieser "Solu- 
te" , wie beispielsweise Verbindungen aus der Klasse der Te- 
trahydropyrimidincarbonsauren, sind biotechnologisch in An* 
wendung des erf indungsgemaSen Verfahrens leicht zuganglich. 
Das erf indungsgemaSe Verfahren nutzt die Fahigkeit der halo- 
toleranten Organismen, bei einem VerdiinnungsstreS rasch 
groEe Mengen organischer Osmotika zu export ieren, urn osmo- 
tisch bedingtes Platzen der Zellen zu vermeiden. Vorteilhaft 
am erf indungsgemaSen Verfahren ist die Tatsache, daS die 
Ausscheidung der zytoplasmatisch akkumulierten Substanzen 
auch bei Wildstammen induzierbar ist, und daS das Produkt in 
relativ reiner Form in einem verdunnten waSrigen Medium vor- 
liegt. Die problematische Reinigung niedermolekularer orga- 
nischer Verbindungen wird dadurch wesentlich vereinfacht. Da 
die Produktion beispielsweise der Solute vorrangig und unab- 
hangig vom Zellwachstum erfolgt, laSt sich die in-vivo-Ex- 
traktion, in Verkorperung des erf indungsgemaSen Verfahrens, 
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beliebig oft wiederholen und kann in einem kontinuierlichen 
Verfahren der Biokonversion mit Biomasserecycling weiterge- 
fiihrt werden. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemafien 
Verfahrens werden Mikroorganismen, wie Proteobakterien, ins- 
besondere Halomonadaceae , oder Firmicutes, z.B. Micrococci, 
eingesetzt . 

Durch stuf enweises Verdunnen einer dichten Zellkultur, Ana- 
lyse der ausgeschiedenen Zellinhaltsstof f e und abschliefcen- 
der Lebendzellzahlbestimmung kann ein geeigneter Organismus 
identif iziert werden, der auch extremen VerdiinnungstreS to- 
leriert . 

Die Zellen werden vorzugsweise von einer Umgebung mit einer 
Osmolaritat von bis zu 30 Osmol in eine Umgebung moglichst 
geringer Osmolaritat uberf uhrt . Die Osmolaritat kann auch 
zwischen 5 und 1 Osmol geandert werden. 

Ein bevorzugter Organismus sollte auch ohne komplexe Nahr- 
stoffe schnell wachsen, das gewunschte Produkt gegebenen- 
falls aufgrund genetischer Manipulation in hoher Konzentra- 
tion im Zytoplasma anreichern konnen (bis zu 2 M) und Wech- 
selschocks, vorzugsweise zwischen 20 %iger Natriumchlorid- 
losung und reinem Wasser, unbeschadet iiberstehen. Durch die 
Inkubation in niederosmolarem Nahrmedium ( idealerweise Was- 
ser) werden die Zellen zur Abgabe ihrer Osmotika gezwungen. 
Das von den Zellen getrennte niederosmolare Medium enthalt 
die Osmotika (Produktlosung) . Die zyklische ProzeSf uhrung 
ermoglicht eine wirtschaf tlichere Verfahrens fuhrung, da die 
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einmal kultivierten Zellen mehrfach zur Produktion der Osmo- 
tika eingesetzt werden konnen. Ein AufschluS der Zellen ent- 
fallt ebenso wie die Abtrennung von Produkt und Zelltrum- 
mern. 

Die zum Austausch der Nahrmedien erf orderliche Abtrennung 
von Zellen vom AuEenmedium kann auf verschiedene Weise er- 
folgen. Darunter sind Methoden zu nennen wie Zentrif ugation, 
Filtration, Ausflockung oder Immobilisierung der Zellen. Die 
Veranderung der Osmolaritat kann aber auch durch eine veran- 
derliche Loslichkeit der Osmotika im Aufienmedium, z.B. durch 
Temperatur, durch deren Polymerisationsgrad oder Komplexie- 
rung erreicht werden. Entsprechend der Wahl des Trennungs- 
verfahrens weist der Anlagenauf bau zur Kultivierung der Zel- 
len bestimmte Unterschiede auf. Vorteilhaft ist eine hohe 
Beladung der Anlage mit Zellen, da auf diese Weise die Aus- 
beute gesteigert werden kann. Die hohe Zelldichte kann z.B. 
durch eine Hochzelldichtef ermentation oder ein Immobilisie- 
rungsverf ahren, das zu einem hohen Zellanteil im Immobilisat 
fuhrt, erreicht werden. 

Verbindungen mit dem Strukturelement Formel I, sind bei- 
spielsweise Naturstoffe, die aus entsprechenden Kulturen 
isoliert werden konnen . Verbindungen, die das Strukturele- 
ment 

R 1 -N=C(R 2 ) -NHR 3 I 

enthalten, konnen in protonierter Form mit den prototropen 
Strukturen (II) und (III) wiedergegeben werden, 



R 1+ NH=C (R 2 ) -NHR 3 II <-> R 1 -N=C (R 2 ) -+NH 2 R 3 III, 
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Dabei sind R* und/oder R 3 Alkyl-, Cycloalkyl oder mit Hetero- 
atomen substituierte oder f unktionalisierte Derivate, wobex 
die Derivatisierung mit Hydroxy-, Sulf onsaure- , Carbonsaure- 
derivate, wie Amide, Ester usw., Carbonyl , Ether, Alkoxy- 
und andere Hydroxylgruppenderivate erfolgt ist und wobex R 
und R 3 zusammen mit dem Strukturelement gemaS Formel I einen 
Ring bilden konnen 

sowie R* Wasserstoff ist oder eine der fur R\ R 3 genannte 
Bedeutungen besitzt . 

Die Verbindungen konnen zur Stabilisierung von Enzymen und 
anderen Biomolekulen in waSrigen Losungen und organxschen 
Losungsmittel sowie zur Stabilisierung gegen denaturierende 
Bedingungen verwendet werden. 

Als Biomolekule kommen neben Enzymen beispielsweise Proteine 
oder weitere Biopolymere in Frage . Als denaturierende Rea- 
genzien sind Salze, extreme pH-Werte, Tenside, Harnstoff, 
Guanidiniumchlorid und andere Verbindungen zu nennen. Dxe 
Verwendung der genannten Stoffe mit dem strukturelement I 
erlaubt die Erhaltung der komplexen Struktur der Biomolekule 
selbst unter den genannten Bedingungen. 

Vorzugsweise werden Verbindungen eingesetzt, die das Struk- 
turelement I in einem 6- bis 8-gliedrigen System enthalt . 
Als besonders bevorzugte Substanzen haben sich Substanzen 
aus der Klasse der Ectoine, insbesondere Ectoin und Hydroxy- 
ectoin bewahrt . 

Desweiteren kommen Verbindungen in Betracht, die an den 
funktionellen Gruppen der genannten Ectoinverbindungen derx- 
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vatisiert sind. Im Falle des Hydroxyectoins konnen bei- 
spielsweise aus der Hydroxylgruppe Ether oder Ester gebildet 
werden. Aus der Carboxylgruppe konnen Amide oder Ester ge- 
bildet werden. Die Carboxylatgruppe kann ersetzt werden 
durch eine Carbonylgruppe oder eine Sulf onsauregruppe bzw. 
deren Ester und Amide. 

Als extrahierbare Naturstoffe aus Bakterienkulturen kommen 
insbesondere Osmotika der folgenden Gruppen in Betracht : 
Ectoine, insbesondere Ectoin und Hydroxyectoin, die als hy- 
groskopische Verbindungen eingesetzt werden konnen; Amino- 
sauren und ihre Derivate, insbesondere N-Acetylierte Diami- 
nosauren, wie N- Acetyl -Lysin und N-Acetyl-Ornithin, N-modi- 
fizierte Dicarboxamide ; Zucker und ihre Derivate, beispiels- 
weise Trehalose (Trockenstabilisator ) , Polyole, Betaine, 
Peptide und Proteine. 

Insbesondere wird von Halomonas elongata und Marinococcus 
halophilus das optisch aktive Hydroxyectoin der nachstehen- 
den Formel gebildet. 



H 




OH 



S , S - a - Amino - S - hydroxyec t o in 
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Diese Substanz ist beispielsweise neben anderen Ectoin-Deri- 
vaten zur Kryoprotektion von biologischen Wirkstoffen, Zel- 
len, Blutkonserven usw. einsetzbar und kann in Medizintech- 
nik, Kosmetik und pharmazeutische Industrie Verwendung fin- 
den. 

Ectoin und Ectdin-Derivate wie Hydroxyectoin konnen auch in 
Arzneimitteln verwendet werden. Insbesondere kann Hydroxyec- 
toin zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandiung von 
Hauterkrankungen eingesetzt werden. Andere Einsatzgebiete 
des Hydroxyectoins und anderer Ectoin-Derivate liegen typis- 
cherweise in Gebieten in denen z.B. Trehalose als Zusatz- 
stoff verwendet wird. So konnen Ectoin-Derivate, wie Hydro- 
xyectoin, als Schutzstoff in getrockneten Hefe- und Bakte- 
rienzellen Verwendung finden. Auch pharmazeutische Produkte 
wie nicht glykosylierte , pharmazeutisch wirksame Peptide und 
Proteine z.B. t-PA konnen mit Ectoin oder seinen Derivaten 
geschutzt werden. 

Ein typischer Verf ahrensveriauf am Beispiel der Kultivierung 
von Halomonas elongata wird im folgenden beschrieben. 

Die Vorkultur von Halomonas elongata wird im Bioreaktor im 
.Batchverfahren angeziichtet. Die Batchf ermentation wird so- 
lange durchgefuhrt bis ein Grofcteil der Kohlenstoff quelle , 
in Form von beispielsweise Glucose, verbraucht ist. 

Viele wichtige Nahrlosungsbestandteile, wie z.B. Glucose 
oder Methanol, lassen sich nur in begrenzter Menge einset- 
zen, da sie in zu grower Konzentration wiederum das Wachstum 
der Mikroorganismen hemmen. Urn dennoch hohe Zelldichten zu 
erreichen, kann man solche das Wachstum limitierende Stoffe 
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wahrend der gerammten Fermentationsdauer kont inuierlich zu- 
futtern ( "Fed-Batch-Kultur" ) . Erfolgt das Zufuttern mit ex- 
ponent iell ansteigender Fiitterungsrate, so wird das exponen- 
tielle Wachstum der Mikroorganismen optimal unterstiitzt und 
es wird eine maximale Raum-Zeit-Ausbeute erreicht. Wahlt man 
die Parameter richtig, so kann zu jedem Zeitpunkt des expo- 
nentiellen Wachstums die entsprechende Substratmenge zuge- 
futtert werden. Werden die Parameter nicht optimal abgegli- 
chen, kann im Extremfall Substratakkumulationen im Reaktor 
auftreten und damit das Wachstum der Mikroorganismen gehemmt 
werden, bis hin zum Absterben der Mikroorganismen. 

Die optimale Futterungsstrategie kann beispielsweise nach 
dem Algorithmus von Keller und Dunn erfolgen (Keller R. and 
Dunn I.J. Fed-batch microbial culture: models, errors and 
applications. J. appl . Chem. Biotechnol., .28: 508 bis 514, 
(1978) ) . 

An die Hochzelldichtef ermentation schlie£t sich der Verfah- 
rensschritt der Konzentrierung der Zellsuspension an. Urn an- 
schliefiend die Solute aus den Zellen zu extrahieren, ist es 
empf ehlenswert , zunachst den Grofiteil des AuSenmediums zu 
entfernen. Diese Konzentrierung der Zellsuspension kann ins- 
besondere durch Querstromf iltrat ion durchgefuhrt werden. 
Dazu wird die. Zellsuspension mittels einer Fordereinrich- 
tung, wie einer Pumpe, durch eine Filtriereinrichtung, bei- 
spielsweise eine Filterkassette, gef ordert . 

Querstromf iltrationen finden seit einigen Jahren vielfaltige 
Anwendung , z . B . : 
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in der Enzymgewinnung aus Zellhomogenisaten 

zur Zellernte sowohl von Bakterien- als auch von 
Tierzellkulturen 

in Fermentationen mit Zellruckhaltung zur Steige- 
rung der Zelldichte (Katalysatordichte) und bei 
gleichzeitiger Abfuhrung des (inhibierenden) Pro- 
dukts im Filtrat . 

Nach der Konzentrierung der Zellen werden diese einem hypo- 
osmotischen Schock ausgesetzt . Der Verdiinnungstress wird 
beispielsweise durch Zugabe von sterilem Aqua destillata bis 
zum Ausgangsvolumen der Kulturf lussigkeit herbeigef uhrt . 
Vorzugsweise wird das Wasser innerhalb eines Zeitraumes von 
weniger als 3 0 Minut.en zugegeben. 

Darauf hin erf olgt vorzugsweise eine zweite Konzentrierung 
der Zellsuspension, die analog zur ersten Filtration durch- 
gefiihrt werden kann . Das nunmehr abfiltrierte AuEenmedium 
. enthalt das Produkt und wird aufgefangen. Die Produktldsung 
kann dann nach an sich bekannten Verfahren auf gearbeitet 
werden . 

Daran anschlieSend wird vorzugsweise bei kontinuierlicher 
Verf ahrensf uhrung ein hyperosmotischer Schock ausgeubt, in- 
dent eine hochkonzentrierte Nahrstof f losung mit hohem Salzge- 
halt wiederum bis zum Ausgangsvolumen zugegeben wird. Es 
kann sich empfehlen, die Zugabe in einem langeren Zeitinter- 
vall durchzufuhren als bei Ausfuhrung des hypoosmot ischen 
Schocks . 
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Es kann vorteilhaft sein, nach dem hyperosmot ischen Schock 
die Zellen in einer Regenerationsphase zu halten, urn eine 
vollstandige Synthese der kompatiblen Solute im Zellinnern 
zu erleichtern. Danach ist die Zellkulturlosung zu einem 
weiteren Zyklus bereit, der aus den Schritten der Konzen- 
trierung der Zellen, dem hypoosmot ischen Schock, Filtration 
der Produktlosung, hyperosmotischen Schock und der Regenera- 
tionsphase besteht . 

Die Figuren 1 und 2 zeigen schematische Darstellungen der 
ProzeSf iihrung im Filtrationsmodus (Figur 1) und im Festkor- 
perverfahren (Figur 2) . 

Figur 1 beschreibt eine Anordnung bestehend aus einem Fer- 
menter 1, in dem die Bakterienkultur gezuchtet wird. Der 
Fermenter ist mit einem TrubungsmeSsystem 2, einem Leitfa- 
higkeitsmefisystem 80, einem Riihrer 3 und den Zu- und Ablei- 
tungen 4, 5, 6 und 7 versehen. Das VorratsgefaS 10 steht 
iiber die Zuleitung 4 mit dem Fermenter in Verbindung und 
weist vorzugsweise dariiberhinaus eine Verbindung 11 zu der 
Querstromf iltrat ionseinheit 20 uber ein Mehr-Wege-, insbe- 
sondere 3 -Wege-Ventil , auf . 

Uber die Pumpe 8 kann das Medium durch die Querstromf iltra- 
tionseinheit 2.0 abgenommen und der Reaktorinhalt konzen- 
triert werden. Uber die Leitung 15 kann dann das abgezogene 
Medium uber das 3 -Wege-Ventil 30 in den Vorratsbehalter 10 
iiberfuhrt (Stellung A) Oder aufgefangen und gegebenenf alls 
nach Aufarbeitung (Reinigung) wiederverwendet werden (Ste- 
llung C) . Uber die Zuleitung 5 wird danach der hypoosmot i- 
sche Schock ausgelost, indem Wasser zugeleitet wird bis das 
ursprungliche Volumen im Reaktionsgef aS 1 wieder hergestellt 
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ist. Danach kann erneut uber die Ableitung 7 und die Quer- 
stromsf iltrationseinheit 20, das nunmehr osmotisch verdunnte 
Kulturmedium entfernt werden und dann uber eine alternative 
Schaltung des 3 -Wege-Ventils 30 (Stellung B) zur Produktsei- 
te in ein entsprechendes AuffanggefaS 40 iiberfuhrt werden. 

Die ursprunglichen osmotischen Verhaltnisse konnen durch Zu- 
gabe des Mediums aus dem Vorratsbehalter 10 bzw. hochsalines 
Medium wiederhergestellt werden. 

In einer anderen Aus fuhrungs form, die in Figur 2 dargestellt 
ist, ist die Festkorper- oder Wirbelschichtkultur 60 mit den 
Zuleitungen 65, 66 ausgestattet . Die Kultur 60 besteht aus 
den entsprechenden immobilisierten Organismen. Die Zuleitung 
65 ist mit einem Vorratsgef a£ 70 verbunden, in dem die Nahr- 
losung bevorratet werden kann. Uber die Zuleitung 6 6 kann 
das Medium fur den hypoosmotischen Schock zugeleitet werden. 

Uber die Pumpe 8 kann das Medium jeweils abgezogen werden 
und je nach Verf ahrenschritt entweder uber das 3 -Wege-Ventil 
30 in das Vorratsgef a£ 70 zuriickgef uhrt , aufgefangen und 
auf gearbeitet werden (Stellung C) oder in Stellung B des 3- 
Wege-Ventils die Produktlosung aufgefangen werden. Vorzugs- 
weise sind in der Ableitung 7 Mefieinrichtungen wie Leitfa- 
higkeitsmeSsysteme 80 oder Durchf luSphotometer 90 zur Kon- 
trolle der Salihitat bzw. Produktmonitoring angeordnet . 

Ebenfalls konnen weitere Mefcsonden, -fuhler angeordnet sein. 
Optional sind jeweils auch Steuereinheiten anschlieSbar . 
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Versuchsbeispiel : 

1,5 1-Bioreaktor : Biostat M (B. Braun, Melsungen) mit Me£- 
aufsatz HE6. Im Bioreaktor wurden uber eine grofce Zahl von 
Sonden Mefidaten erf aSt : pH-Sonde, P 0 2 -Sonde, OD-Sonde, 
Schaumsonde , Temperatursonde und Leitf ahigkeitssonde . Die 
MeEdaten werden zum zweiten wesentlichen Bestandteil der 
Anlage, dem Fermenterleitsystem, weitergeleitet . 

Fermenterleitsystem: (Munzer & Diehl, Overath) , bestehend 
aus einem Batch-Controller (zur Datenerf assung und -digita- 
lisierung sowie zur Steuerung und Regulation von ProzeSgros- 
sen) und einem IBM-Industriecomputer AT 286 mit FAS- (Fermen- 
ter Application software) -Programm (zur Visualisierung und 
Speicherung der Daten sowie zur Programmierung des Batchcon- 
trollers) . 

Querstromf iltration : Querstromf il trat ionseinheit Minisette 
Sanitary Cell System mit Filtratonskassette (SS994C02, Po- 
rengroSe .0,16 pm, Filterflache 700 cm* , FILTRON, Northbo- 
rough, MA, U.S.A.) 

In diesem Verfahren dient die Querstromf iltration der Kon- 
zentrierung der Bakteriensuspension im Fermenter. Der Druck 
in der Querstr.omeinheit wird mit Hilfe von Manometern kon- 
trolliert und durch Ventile reguliert. 

weitere Gerate : 

TrubungsmeSgerat AS 82 und Triibungsmefcsonde AF 
44 S (IMA, Neu-Isenburg-Zeppelinheim) nach dem 
Prinzip der Streulichtmessung 
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LeitfahigkeitsmeSgerat LF 537 und Leitf ahigkeits- 
mefcsonde Tetracon 96 (WTW, Weilheim) 

Schlauchpumpe 2006 (VERDER, Dusseldorf) 

Schlauchpumpe MV-CA 4 (ISMATEC, Glattbrugg, CH) 

2 Membranpumpen FE 211 (B. Braun, Melsungen) . 

Losungen: Jede Fermentation wurde mit 200 ml Vorkultur und 
1000 ml WM15 gestartet (verandertes VREELAND -Medium WM15, 
modifiziert: NaCl (145,8 g) , KC1 (1,0 g) , MgS0 4 *7 H 2 0 
(6,5 g), NH 4 C1 (3,0 g) , K 2 HP0 4 (0,5 g) , CaCl 2 *2 H 2 0 
(0,01 g) , FeS0 4 «7 H 2 0 (0,01 g) , Glucose -Monohydrat (11,0 g) , 
TES (1,0 ml), Aqua dest . ad 1000 ml, pH 7,0 (mit 1 N HCl) , 
als Vorkulturmedium mit 6 g/1 TRIS und 1 N HCl auf pH 7,5 
gepuffert, TES: Spurenelementlosung, Medium Nr. 141, DSM 
1989) . 

Zur Regulation des pH-Wertes wahrend der Versuche wurden 
NaOH und HCl eingesetzt. Zur Durchfiihrung der Hochzelldich- 
tefermentation und der Wechselschockschritte wurden FBL -Me- 
dium (Glucose-Monohydrat (297,3 g) , NH 4 C1 (66,9 g), K 2 HP0 4 

(43,5 g) , IN HCl (100 ml), Aqua dest. ad 500 ml), und KS30- 
Medium zur Regulation der Salinitat (NaCl (3 00 g) , KC1 (2 
g), MgS0 4 *7 H 2 0 (13 g) , CaCl 2 • 2 H 2 0 (0,02 g) , FeSC> 4 «7 H 2 0 

(0,02 g) , TES (2 ml), Aqua dest. ad 1000 ml, pH 7) sowie 
Aqua dest. benotigt. 

Batch-Kultur : Der erste Verf ahrensschritt war die Anzucht 
von Halomonas elongata im Bioreaktor im Batchverf ahren . Die 



WO 94/15923 



PCT/EP93/03687 



- 16 - 

Fermentationsbedingungen wahrend der gerammten Fermentation 
waren: pH .7.5, 25°C, Beluf tungsrate 0.16 1/min Luft, 15 % 
NaCl . Die Batchf ermentation wurde solange durchgef uhrt , bis 
ein GroSteil der Glucose verbraucht war. 

Die Fiitterungsstrategie kann nach Keller & Dunn ermittelt 
werden . 

Fur die auftretenden Parameter Startbiomassekonzentration 
(X Q ) , Startvolumen (V Q ) ; Wachstumsrate , Ertragskoef f izient 
und Substratkonzentration mussen die geeigneten Werte ge- 
sucht werden. Die Startparameter Biomassekonzentration (X Q ) 
und Startvolumen (V ) wurden am Ende der Batchphase ermit- 
telt. Der Ertragskoef f izient Y xs betragt beim Wachstum von 
Halomonas elongata in Glucose/Mineralsalz-Medium 0,5. Die 
Substratkonzentration S^ n in der FBL betrug 540 g/1; die 
Substratkonzentration S im Fermenter war am Ende der Batch- 
phase nahe 0 und sollte durch die Fiitterungsstrategie nicht 
grofi werden. Deshalb wurde S fur die Berechnung der Futte- 
rungsrate vernachlassigt . Der letzte Startparameter der Fiit- 
terungsstrategie, die Wachstumsrate, wurde empirisch bestim- 
mt . 

Die Fiitterungsstrategie wurde in das FAS programmiert und 
die Futterungsrate mit Hilfe eines ebenfalls programmierten 
Zeittaktes fur jeden Zeitpunkt der Hochzelldichtef ermenta- 
tion berechnet. Uber den Batchcontroller wurde die Futte- 
rungsrate an eine Membranpumpe iibergeben und die Fedbatchlo- 
sung mit der entsprechenden FluSrate in den Fermenter ge- 
pumpt. Es wurden Zelldichten bis zu 120 g/1 Frischgewicht 
(entspricht 40 g/1 Trockengewicht ) erreicht. 
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Konzentrierung der Zellsuspension : Urn anschlieEend die Solu- 
te aus den Zellen zu extrahieren, mufite ein GroEteil des 
AuSenmediums entfernt werden. Diese Konzentrierung der Zell- 
suspension wurde mit einer Querstromf iltrationsanlage durch- 
gefiihrt. Dazu wurden die Zellsuspension mit einer Schlauch- 
pumpe durch die Filterkassette gepumpt . Der Druck in der 
Filterkassette wurde so reguliert, da£ er am Ausgang des 
Filtermoduls urn etwa 0,5 bar geringer als im Eingang war, Er 
durfte jedoch 3 bar nicht ubersteigen. Die Filtrationsdauer 
hing vom Zustand der Filterkassette ab und schwankte zwis- 
chen 3 0 min bei neuen Kassetten und 2 h bei alteren. Fur die 
Dauer der Filtration wurde die Drehzahl des Ruhrers im Fer- 
menter auf 300 UpM reduziert und die Zuluft vollstandig ab- 
gestellt, urn ein Eindringen von Luftblasen in den Filter zu 
verhindern. Das Volumen der Zellsuspension wurde durch die 
Filtration auf 1/5 des Ausgangsvolumens reduziert (Dies ent- 
spricht einer Zelldichte von bis zu 600 g/1 Frischgewicht ) . 

Hypoosmotischer Schock: Der VerdunnungsstreS wurde durch die 
Zugabe von sterilem Aqua dest . bis zum Ausgangsvolumen her- 
beigefuhrt. Das Wasser wurde wahrend eines Zeitraums von 10 
bis 3 0 min zugegeben. 

Filtration der Produktldsung : Die zweite Konzentrierung der 
Zellsuspension . wurde durchgef uhrt , urn die Produktldsung von 
den Zellen abzutrennen. Sie verlief analog zu der ersten 
Filtration, mit dem Unterschied, daS das abfiltrierte Aufien- 
medium nun das Produkt enthielt. Es konnte eine Konzentra- 
tion von bis zu 3,7 g Ectoin/1 in der Produktldsung erzielt 
werden . 

Hyperosmotischer Schock: Der SalzstreE wurde durch die Zuga- 
be von WM18 (Glucose/Mineralsalzmedium mit 18 % (w/v) Salz) 
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bis zum Ausgangsvolumen ausgeldst. Die Zugabe erfolgte uber 
einen Zeitraum von 2 h mit konstanter FluiSrate, woraus sich 
ein zeitlicher Gradient in der Salzkonzentration des Mediums 
ergibt . 

Regenerationsphase : Im AnschluS an den hyperosmotischen 
Schock folgte eine Regenerationsphase von etwa 24 h zur 
vollstandigen Synthese der kompatiblen Solute. Wahrend die- 
ser Zeit wurde mit einer konstanten FluSrate Fedbatchlosung 
zugefuttert, so da£ 1,3 g Glucose pro Stunde zugefuttert 
wurden . 

Wechselschockzyklen: Nach der Regenerationsphase konnte er- 
neut mit den osmotischen Wechselschocks begonnen werden. 

Figur 3 zeigt einen typischen Verf ahrensverlauf , bei dem 5 
Wechselschocks durchgefiihrt worden sind. Die Zeitpunkte der 
einzelnen Wechselschocks sind durch die in der Figur angege- 
benen Pfeile gekennzeichnet . In Figur 3 sind auf der Abszis- 
se die Zeit in Tagen und auf der Ordinate die Bakterienmasse 
in % Triibung angegeben. Es wurden Halomonas elongata Zellen 
in einer Hochzelldichtef ermentation kultiviert. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur in vivo Gewinnung von Inhaltsstof f en aus 
Zellen, wobei die betref f enden Zellen von einem ersten 
Zustand in einen zweiten Zustand iiberfuhrt werden 
(Schock) , wodurch die Zellen gezwungen werden, durch 
Abgabe von Zellinhaltsstof f en in die Umgebung oder 
Synthese von Zellinhaltsstof fen zu reagieren, urn eine 
Anpassung der Zellen an die Bedingungen des zweiten 
Zustandes zu erreichen, mit der MaEgabe, daS diese 
Verfahrensschritte mindestens zweimal (Wechselschock) 
durchlaufen werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Schock durch 
schnelle Veranderung des in der Umgebung der Zellen 
herrschenden Druckes, Temperatur, Konzentration von 
Stoffen, pH-Wert oder Kombinationen dieser Mafinahmen 
hervorgeruf en wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei der Schock 
durch schnelle Veranderung der osmotischen Verhaltnis- 
se in der Umgebung der Zellen hervorgeruf en wird. 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3, 
wobei zusatzlich weitere MaSnahmen zur Erhohung der 
Permeabilitat von Zellmembranen, wie Elektroporation, 
oder Zusatz von permeabilisierenden Substanzen, ange- 
wendet werden. 
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5. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 4, 
wobei dafur Sorge getragen wird, daS zwischen den 
Wechseln quasi -stationare Bedingungen zwischen Zelle 
und umgebenden Medium erreicht werden . 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, 
wobei die Zellen Mikroorganismen, wie Bakterien, Pil- 
ze, Hefen, Algen, Rotalgen oder Zellen hoherer Orga- 
nismen, wie tierische oder pflanzliche Zellkulturen 
sowie tierische und pflanzliche Gewebe, oder Organe 
sind. 

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, 
wobei die Zellen. genetisch manipulierte Zellen sind, 
die bestimmte Stoffe synthetisieren und in Folge des 
Wechselschocks sezernieren . 

8. Verfahren nach Anspruch 3, wobei der Wechsel der Osmo- 
tischen Verhaltnisse der Umgebung der Zellen durch Au- 
stausch des Mediums erfolgt und/oder durch Veranderung 
der Osmolaritat des Mediums. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Zellen Mikroorganismen 
wie Proteobakterien, insbesondere Halomonadaceae, oder 
Firmicutes, insbesondere Marinococci, sind. 

10. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Zellen yon einer Osmo- 
laritat entsprechend bis zu 30 Osmol in eine Umgebung 
mit moglichst geringer Osmolaritat uberfiihrt werden 
und umgekehrt . 
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11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei der Wechsel der Os- 
molaritat von 1 Osmol bis 5 Osmol erf olgt . 

12. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

11, wobei die Umgebung der Zellen durch eine Filtra- 
tion, wie Querstromf iltration, ausgetauscht wird. 

13 . Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

12, wobei die Zellen immobilisiert sind und/oder ag- 
gregiert sind. 

14 . Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

13, wobei aus den Zellen die zur Anpassung an den er- 
sten Zustand, beispielsweise hohe Osmolaritat, produ- 
zierten Stoffe, welche die Zellen im zweiten Zustand 
abgegeben haben, aus dem Medium isoliert werden. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei Stoffe zur Osmoregu- 
lation und/oder Osmotika, wie Ectoin und/oder Derivate 
des Ectoins isoliert werden. 

16. S, S-or-Amino-S-hydroxyectoin der Formel 



17. Verwendung von Verbindungen mit dem Strukturelement 
der Formel I, 



H 




OH 



R 1 -N=C(R 2 ) -NHR 3 



I 
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das in protonierter Form mit den prototropen Struktu- 
ren (II) und (III) wiedergegeben werden kann, 

R 1+ NH=C(R 2 ) -NHR 3 II < > R 1 -N=C(R 2 ) - + NH 2 R 3 III, 

wobei R 1 und/oder R 3 Alkyl-, Cycloalkyl oder mit Hete- 
roatomen substituierte oder f unkt ionalisierte Derivate 
sind, wobei die Derivatisierung mit Hydroxy-, Sulfon- 
saure-, Carbonsaurederivate, wie Amide, Ester usw., 
Carbonyl, Ether, Alkoxy- und andere Hydroxylgrup- 
penderivate erfolgt ist und wobei R 1 und R 3 zusammen 
mit dem Struktur element gemaS Formel I einen Ring bil- 
den konnen 

sowie R 2 Wasserstoff ist oder eine der fur R 1 , R 3 ge- 
nannte Bedeutungen besitzt, zur Stabilisierung von 
Erizymen und anderen Biomolekulen in waErigen Losungen 
und organischen Losungsmitteln sowie Stabilisierung 
gegen denaturierende Einwirkungen . 

18. Verwendung einer Verbindung nach Anspruch 17, die das 
• Strukturelement I in einem 6 bis 8 Glieder aufweisen- 

den Ringsystem eingebettet ist . 

19. Verwendung einer Verbindung gemaS Anspruch 17, wobei 
die Verbindung Ectoin, Hydroxyectoin oder ein Derivat 
derselben ist . 

20. Verwendung von Hydroxyectoin als wirksamer Zusatz. zur 
Kryoprotektion von biologischen Wirkstoffen, Zellen, 
Blutkonserven etc., in der Medizintechnik , der phar- 
mazeutischen und/oder kosmetischen Industrie. 

21. Arzneimittel enthaltend Ectoin und/oder Hydroxyectoin. 
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22. Verwendung von Ectoin und/oder Hydroxyectoin zur Her- 
stellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Haut- 
erkrankungen . 

23 . Verwendung von (S) -1, 4 , 5, 6-Tetrahydro-2-methyl-4-pyri- 
midincarbonsaure (Ectoin) Oder (S, S) -1,4,5, 6-Tetrahy- 
dro-5 -hydroxy- 2 -methyl - 4 -pyr imidincarbonsaure zur 
Herstellung einer kosmetischen Zubereitung. 

24 . Verwendung von (S) -1 , 4 , 5, 6-Tetrahydro-2-methyl-4 -pyri- 
midincarbonsaure (Ectoin) als wirksame Substanz zur 
Kryoprotektion von biologischen Wirkstoffen, Zellen 
oder Blutkonserven. 
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